地 塞 米松 降解 新 基因 的 探讨 
张 进 ， 斯 丹 ， 杨 致 邦 ， 熊 玉霞 ， 马 廉 举 ， 李 津 阳 ， 蒋 仁 举 * 
1. 重庆 医科 大 学 基础 医学 院 病原 生物 学 教研 室 重庆 400016; 
2. 重庆 医科 大 学 药学 实验 教学 中 心 重庆 400016; 
3. 重庆 医科 大 学 临床 医学 2016 级 ; 
摘要 目的 ”探讨 地 塞 米松 降解 代谢 新 基因 ， 为 构建 高 效 、 稳 定 的 地 塞 米松 降解 基因 工程 菌 
提供 思路 。 方 法 ”根据 新 发 现 的 地 塞 米 松 降解 菌 Burkholderia sp.CQ001 (B.CQ001) 全 基因 
组 测序 和 生物 信息 学 分 析 ， 筛选 疑 似 与 地 塞 米松 代谢 相关 基因 。 提 取 B.CO001 总 RNA 逆转 
RA cDNA, 以 cDNA 为 模板 ,利用 PCR 技术 快速 克隆 经 实时 荧光 定量 PCR 技术 (RT-qPCR) 
验证 筛选 出 的 新 基因 ， 测 序 鉴定 后 连接 原核 表达 载体 pET-28a-c(+)， 构 建 重 组 质粒 
pET-28a-Ivd。 将 pET-28a-Ivd 转化 感受 态 Burkholderia sp.CO001， 高 效 液 相 色谱 (HPLC) 
验证 表达 菌 降 解 能 力 的 提升 。 结 果 ”从 B.CO001 基因 组 中 筛选 出 3 个 未 知 基因 分 别 为 : 
ORF05499，ORF05827，ORF06535， 其 表达 产物 分 别 为 : TAR, HAHA, 
异 戊 酰 辅酶 A 脱 氮 酶 ， 实 时 荧 光 定 量 PCR 分 析 显 示 ，3 个 目的 基因 在 地 塞 米 松 诱导 后 均 有 
不 同 程度 表达 上 调 ， 基 因 ORF06535 表达 上 调 明 显 ; 在 B.CQ001 中 过 表达 基因 ORF06535， 
HPLC 检测 显示 ， 表 达 菌 对 地 塞 米 松 磷酸 钠 和 地 塞 米松 的 降解 率 可 达到 89.0% 和 80.096, 18 
比 原 菌 B.CO001 有 明显 提升 。 结 论 。 在 B.CO001 中 发 现 新 的 地 塞 米松 降解 相关 基因 
ORF06535， 并 完成 基因 克隆 和 功能 验证 ， 为 制备 地 塞 米松 以 及 省 体 激素 污染 的 生物 修复 剂 
提供 了 新 的 基因 信息 。 
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Study on New Genes associated with Dexamethasone Degradation 
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Abstract Objective To investigate the new genes associated with dexamethasone 
metabolism in order to provide an idea for the construction of an efficient and stable 
dexamethasone degrading engineering bacterium. Methods Target genes which were suspectly 
associated with dexamethasone metabolism were screened according to the results of the whole 
genome sequencing and bioinformatics analysis of the newly discovered dexamethasone 
degrading bacteria Burkholderia sp.CQ001 (B.CQ001). Total RNA of B.CQ001 was extracted 
from B.CQ001 was processed by RT-PCR to produce cDNA. Using cDNA as a template, the new 
gene was rapidly cloned subsequently by PCR technology which was verified by real-time 
fluorescence quantitative PCR (RT-qPCR), then connected with prokaryotic expression vector 
pET-28a-c (+), after DNA sequencing. The recombinant plasmid pET-28a-Ivd was transformed 
into Burkholderia sp.CQ001. Using high performance liquid chromatography (HPLC) to evaluate 
the biodegradability of the expressed bacteria for dexmethasone sodium phosphate. Results 
Three unknown genes were screened out from B.CQ001: ORF05499, ORF05827, ORF06535, and 
their expressed products were: peroxiredoxin, Ketosteroid isomerase, isovaleryl coenzyme A 
dehydrogenase; Real time quantitative PCR analysis showed that the expression levels of three 
genes were upregulated in different degrees after induced by dexamethasone ,especially gene 
ORF06535; HPLC showed that the degradation of dexamethasone sodium phosphate and 
dexamethasone rate can reach to 89% and 80% after overexpression of ORF06535 in B.CQ001/. 
Compared with the original strain B. CQ001, the degradation ability had improved significantly. 
Conclusion New gene ORF06535 associated with dexamethasone degradation was discovered 
in B.CQ001 which had been cloned and functional verified. It provides new genetic information 
for preparation of dexamethasone and steroid hormone bioremediation. 
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{A502 ARR TR BS (Burkholderia) 的 细菌 因 其 16SrRNA 基因 序列 , DNA/DNA 
同 源 性 、 细 胞 类 脂 和 脂肪 的 特性 于 1992 年 从 假 单 胞 菌 属 的 Palleroni rRNA 同 源 
群 中 划分 出 来 成 为 独立 的 属 山 。 该 菌 属 的 细菌 广泛 存在 于 自然 环境 中 。 近 年 来 文 
献 报道 , 伯 克 霍 尔 德 菌 具有 非常 独特 的 代谢 能 力 , 能 以 200 多 种 有 机 物 作为 碳 源 、 
毛 源 和 能 源 进行 生长 繁殖 外 ， 在 环境 保护 研究 中 受到 了 越 来 越 多 研究 者 的 青睐 ， 
被 应 用 于 生物 修复 技术 中 降解 难以 处 理 的 外 源 性 污染 物 ， 被 冠 以 “环保 卫士 ”的 
称号 。 其 中 ， 上 典型 的 代表 菌株 如 B.vietnamiensis strain G4， 它 能 降解 地 表 水 及 地 
下 水 中 具有 生物 毒性 和 致 冶 性 的 三 氧 乙 烯 《CTCE)， 其 全 基因 组 信息 已 经 公布 Bl， 
但 尚未 见 该 菌 属 的 细菌 能 够 降解 当 体 类 激素 的 报道 。 

地 塞 米 松 类 药物 是 国内 外 广泛 应 用 的 当 体 激素 和 内， 常用 于 临床 各 科 多 种 疾病 
的 治疗 ， 如 自身 免疫 性 疾病 器 ， 皮 肤 病 四 ， 炎 症 叫 ， 哮 喘 四 等 。 常 用 的 地 赛 米 松 制 
剂 为 易 溶 于 水 的 地 塞 米 松 磅 酸 钠 。 地 塞 米 松 类 药物 在 应 用 过 程 中 ,其 药物 残 液 可 
经 各 种 途径 污染 环境 , 特别 是 医院 废水 。 国内 外 多 篇 文献 报道 在 废水 厂 处 理 后 的 
废水 和 江 、 河 水 中 存在 地 塞 米松 等 糖 皮质 类 激素 污染 9。 动物 实验 证 实 ， 地 塞 
KATE ERALA RRA ESRI, (EREE fa kA E ET E B SAA 
(4), £5 BALB/c 小 鼠 饲 喂 含 高 、 中 、 低 污染 量 地 塞 米 松 磷酸 钠 的 饮用 水 ， 对 小 鼠 
神经 系统 均 有 明显 的 影响 ,可 抑制 肠 道 益生 菌 的 定植 , 有 利于 肠 道 致 病菌 的 入 侵 
05。 环 境 中 的 激素 可 通过 食物 链 的 传递 和 生物 蕾 积 作 用 对 生物 和 人 类 健康 造成 严 
重 影响 。 因 此 清除 地 塞 米松 类 药物 的 医 源 性 污染 对 保护 生态 环境 具有 重要 的 实际 

本 研究 在 前 期 工作 中 ， 从 医院 废水 中 分 离 到 一 株 伯 克 霍 尔 德 氏 菌 属 的 细菌 
Burkholderia sp.CO001， 并 首次 发 现 该 菌 具 有 降解 地 塞 米 松 的 功能 。 通 过 对 其 全 
基因 组 测序 , 成 功 构 建 该 菌 基 因 组 文库 。 为 深入 了 解 地 塞 米 松 降解 相关 基因 及 其 
降解 机 制 , 通过 生物 信息 学 分 析 ， 从 该 菌 的 未 知 基因 中 筛选 出 疑似 与 地 塞 米 松 降 
解 相 关 基 因 ， 通 过 RT-qPCR 和 克隆 表达 验证 ， 为 深入 了 解 地 塞 米 松 降解 相关 基 
因 及 其 降解 机 制 , 构建 高 效 降 解 工 程 菌 ， 制 备 清除 环境 中 地 塞 米 松 类 药物 污染 的 
生物 净化 剂 提供 基因 信息 。 


1 材料 
1.1 菌株 

伯 克 霍 尔 德 菌 CQ001 (Burkholderia sp.CQ001): 从 中 国 重 庆 市 某 医 院 净 化 
处 理 前 的 污水 处 理 池 废水 中 分 离 ，16SrDNA 测序 鉴定 ， 命 名 为 Burkholderia 
sp.CQ001 (B.CQ001)。 该 菌 经 驯化 后 对 地 塞 米 松 磷酸 钠 及 地 塞 米 松 的 总 降解 率 分 
别 为 84.8% 和 77.11%。 目 前 该 菌 全 基因 组 测序 已 完成 ，BioProject Accession: 
PRJNA32914604。 实 验 用 大 肠 杆菌 菌株 Escherichia coli DH5a 由 本 实验 室 保藏 。 
1. 2 主要 培养 基 

LB 固体 培养 基 为 重庆 泽 恒 生物 售 品 ; 缺 碳 培养 液 (1000mL ): K2HPO4 1.6g, 
KH2PO4 0.4g, MgSO4:7H20 0.2g, NaCl0.1g, (NH4)2SO4 0.5g， 为 本 实验 室 配 制 ; 
地 塞 米 松 磷酸 钠 原 液 (Smg/mL): 200mL 无 菌 ddH2O 充分 溶解 1.0g 地 塞 米 松 磷 
酸 钠 后 4C 避 光 储 存 备 用 ;地 塞 米 松 磷酸 钠 培养 液 〈500ng/mL ): 9mL 缺 碳 培养 
液 中 加 入 lmL 5mg/mL 地 塞 米 松 磷酸 钠 原 液 ， 于 使 用 前 配制 ; 蔗糖 无 机 盐 液体 培 
养 基 (1000mL): 缺 碳 培养 液 1000mL 加 入 芒 糖 3.0g， 于 使 用 前 配制 。 
1.3 其 它 主 要 的 实验 材料 

RNAprep Pure 培养 细胞 /细菌 总 RNA fe RAH CAR, IER); 
PrimeScript™RT reagent Kit with gDNA Eraser (TaKaRa, K); pUCm-T Vector 
Cloning Kit (ÆT, E$); pET-28a(+) 表 达 载 体 为 重庆 医科 大 学 附属 第 一 医院 脂 
糖 代 谢 实验 室 惠 赠 ; 质粒 DNA 提取 试剂 盒 (OMEGA, 美国 ); MiniBEST Agarose 


ds 


FE 


Gel DNA Extraction Kit (TaKaRa, AX); 限制 性 核酸 内 切 酶 NotI, BamHI (NEB, 
美国 )， 其 它 试剂 均 为 进口 或 国产 分 析 纯 。 
2 方法 
2.1 地 塞 米松 降解 相关 基因 的 挖掘 

根据 B.CQ001 基因 组 测序 结果 ，BioProject Accession: PRJNA329146, 


BioSample: SAMN05417702, ID: 5417702。 针 对 该 菌 基因 组 中 429 个 未 被 分 类 的 
基因 ， 利 用 NCBI BLASTX 2.6.1 预测 其 表达 蛋白 与 功能 。 选 取 : 与 表达 当 体 代 
谢 相 关 类 酶 同 源 性 较 高 ;与 目前 文献 报道 的 省 体 降解 相关 基因 距离 较 近 的 基因 
(基因 测序 ORF 编号 距离 <<20， 且 基因 序列 长 度 >100bp)。 


2.2 目的 基因 的 生物 信息 学 分 析 
将 第 选 的 目的 基因 序列 采用 DNAMAN 和 NCBI (National Center for 


Biotechnology Information, http: //www.ncbi.nlm.nih.gov/) 网 站 上 Blast N 和 Blast 
X 进 行 翻译 产物 预测 。 利 用 和 蛋白质 分 析 系 统 EXPASY Proteomic 


( http:/Avww.expasy.org/proteomics ) 中 的 和 蛋白质 在 线 分 析 软 件 Protparam 


(http://web.expasy.org/protparam/) 结合 Compute PI/Mw 对 3 个 未 知 基 因 编 码 氮 
基 酸 序列 进行 基本 理化 性 质 分 析 ; 利用 ProtScale Chttp://web.expasy.org/protscale/) 
tfr Tus E aABLKTER T; IF] SOSUI (http://harrier.nagahama-i-bio.ac.jp/ 
sosui/sosui submit.html ) 进行 预测 和 蛋白 可 溶性 分 析 ; 利用 PSORTb 3.02 

(http://www.psort.org/psortb/〉 进 行 亚 细 胞 定位 分 析 ; 利用 TMHMM server v2.0 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/) 进行 跨 膜 结构 分 析 ; 利用 SignalP 4.1 
Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/〉 进行 信号 肽 分 析 ; 利用 NCBI 的 
Conserved Domains Chttps://www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd/?term=) 进行 保守 结构 域 和 


功能 域 分 析 ; 利用 在 线 工 具 SOPMA (https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat 
pl?page-npsa sopma.html) 进行 二 级 结构 预测 ; 利用 SWISS-MODEL (http: 


//swissmodel.expasy.org/) 进行 同 源 三 维 建 模 。 
2.3 RT-qPCR 验证 目的 基因 

实验 分 为 诱导 组 和 对 照 组 。 诱 导 组 将 B.CQ001 接种 于 地 塞 米松 磷酸 钠 培 养 
液 , 对 照 组 接种 于 芒 糖 无 机 盐 培养 液 , 置 37'C, 200r/min 震荡 培养 , 按照 RNAprep 
Pure 培养 细胞 /细菌 总 RNA 提取 试剂 盒 说 明 提 取 总 RNA, 以 约 500ng 总 RNA 作 
为 模板 ， 逆 转录 合成 DNAN, L rpoA 为 内 参 ，cDNA 为 模板 ， 验 证 B.CO001 
在 两 种 不 同 培养 环境 下 前 期 筛选 出 的 3 个 未 知 基因 在 转录 水 平 上 的 表达 变化 。 基 
qPCR 引物 见 表 1。 反 应 体系 (10uL): SYBR Premix $.00L、 上 下 游 引物 C10 
umol/L) 各 0.4duL. cDNA 溶液 1.0uL、 无 酶 ddH2O 3.2uL。 反 应 条 件 : 95C 预 变 
性 30s;，9SC 变 性 5s, 60'C3R CR üEfIB 30s, 25 40 个 循环 ; 熔 解 曲线 阶段 :65 °C 
到 95C。 根 据 RT-qPCR 反应 后 得 到 的 各 样本 Ct E, RA 2 人 sc 法 CACE-CE nus 
u- CtipoA，AACt=Ct asa Ct yea) 进行 计算 。 


表 1 Burkholderia sp. CQ001 3 个 未 知 基因 实时 荧光 定量 PCR 引物 


Tablel Real-time PCR primers of three unknown genes from Burkholderia sp. CQ001 


引物 名 称 Primer 序列 Primer sequences 

rpoA Forward 和 - GATCTGAACGTCGAGCTTGC - 3' 
Reverse 5'- AAGGAAGGTGAAGGCGTTGT - 3' 

ORF05499 Forward 5' - ACATGGTGCAGAACGAAGC - 3' 
Reverse 5' - AGTACGCAATACGCATCGAA - 3' 

ORF05827 Forward 5'- CGCAGGATTTTTCATTGACG - 3' 
Reverse 5'- GATCCGGTTGACCACCATC - 3' 

ORF06535 Forward 5'- CAATTCATGCTCGGTGAAGA - 3' 
Reverse 5' - CAGATCCATCGGAAACTGGT - 3' 


2. 4 PCR 扩 增 ORF06535 基因 

选择 实时 荧光 定量 PCR 验证 经 地 塞 米 松 诱导 后 表达 升 高 明显 的 ORF06535 
基因 ， 用 Primer Premier 6.0 和 DNAstar 设计 扩 增 引物 。 上 游 引 物 序列 为 : 9' - 
ATGATCAACCTGCCCGGT - 3', 下游 引物 序列 为 : 5'- TTACATCGTTTCCGCGA 
AC - 3'， 提 交 生 工 合成 。 以 刀 .CO007 cDNA 为 模板 ， 进 行 PCR 扩 增 。 反 应 体系 : 
cDNA 2uL， 上 、 下 游 引物 (20umol/L) 各 0.5uL, Taq mix 10uL, 无 菌 ddH2O 7uL， 
总 体积 200L。 反 应 程序 : 94C 预 变性 3min，94C 变 性 308，52C 退 火 308，72C 
延伸 Imin, 30 MBM Ia, 72°C XE(H Smin。 取 Sul 扩 增 产物 1% 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 ， 
电泳 结果 在 凝 胶 成 像 仪 下 观察 并 拍照 。 
2.5 0RF06535 克隆 

因 基 因 ORF06535 表达 和 蛋白: 异 戊 酰 辅酶 A 脱氧 酶 , 故 后 简称 该 基因 为 : Ivd。 
按照 TaKaRa 胶 回 收 试剂 盒 说 明 回 收 基因 ORF06535 PCR 产物 并 纯化 ， 连 接 
pUCm-T 载体 ， 热 激 转化 大 肠 杆 菌 DH5a 感 受 态 , 37'C 120rpm/min 复苏 培养 1h。 
HX 50uL 接种 于 含 PTG、X-Gal 和 Amp (100ug/mL) 的 LB 平板 ，37C 培 养 过 夜 
后 筛选 阳性 克隆 。 经 质粒 PCR 和 双 酶 切 初步 鉴定 后 送 生 工 测 序 。 经 鉴定 阳性 重 
组 质粒 命名 为 pUCm-Ivd. 


2. 6 重组 质粒 pET-28a-1vd 构建 

将 克隆 质粒 pUCm-Ivd 与 表达 载体 pPET28a-c(+) 分 别 用 BamHI 和 NotI XX iS 
切 后 ， 切 胶 回 收 酶 切片 段 ， 加 入 T4 DNA 连接 酶 16C 连 接 过 夜 。 连 接 产物 转化 
氧化 钙 法 制备 的 感受 态 细胞 B.CO001， 取 200uL 接种 于 含 Kana (50ug/mL) 的 
LB 平板 , 37C 培 养 过 夜 后 筛选 阳性 克隆 表达 菌 , 经 质粒 PCR 和 双 酶 切 初步 鉴定 ， 
送 生 工 测序 。 经 鉴定 阳性 重组 质粒 命名 为 pPET-28a-Ivd。 
2.7 目的 基因 表达 验证 

转化 有 pET-28a-Ivd 的 阳性 元 隆 表达 菌 命 名 为 : B.CO002， 将 表达 菌 与 驯化 
冻 存 菌 B.CO001， 参 照 石 中 全 等 (9 的 方法 ， 挑 取 单 菌落 接种 于 10mL 500ug/mL 
的 地 塞 米 松 磷酸 钠 培养 液 ， 置 37'C ，200r/min 震荡 培养 10 天 ， 于 培养 的 不 同时 
间 点 〈0h，2h，4h，8h，12h，24h，48h，72h，96h，120h，144h，168h，192h， 
240h) 用 高 效 液 相 色 谱 法 PLO) 检测 表达 菌 和 驯化 冻 存 菌 对 地 塞 米 松 磷酸 钠 
及 地 塞 米 松 的 降解 能 力 和 降解 高 峰 时 间 。 
2. 8 统计 学 分 析 

采用 SPSS 22.0 软件 对 实验 数据 进行 统计 分 析 。 采 用 配对 t 检 验 分 析 3 B 
的 基因 地 塞 米 松 诱导 组 乱 糖 无 机 盐 对 照 组 在 转录 水 平 上 的 表达 变化 和 
B.CQ001 和 B.CQ002 对 地 塞 米 松 磷酸 钠 及 地 塞 米 松 的 降解 作用 差异 。 
3 结果 
3.1 地 塞 米 松 降 解 相 关 基因 的 挖掘 

从 B.CQ001 众多 未 知 基因 中 筛选 出 3 个 基因 ,分 别 为 :ORF05499, ORF05827, 
ORF06535， 均 来 自 该 菌 集中 了 大 部 分 代谢 功能 基因 的 2 号 染色 体 。3 个 目的 基 
因 的 长 度 和 选择 依据 见 表 2， 基 因 簇 排列 情况 见 图 1， 基 因 位 置 见 图 2。 目 的 基 
ORF05499 与 文献 报道 的 省 体 代谢 基因 3B- 羟 基 省 体 脱 氢 酶 / 异 构 酶 (3B-HSD ) 
距离 较 近 〈 基 因 测 序 ORF 编号 距离 =10)， 且 与 课题 组 前 期 验证 的 地 塞 米松 摄取 
转运 基因 ABC 转运 子 距离 接近 《基因 测序 ORF 编号 距离 =11); 目的 基因 
ORF05827 经 NCBI BLASTX 2.6.1 预测 表达 和 蛋白 为 当 酮 异 构 酶 ; 目的 基 
ORF06535 表达 氨基 酸 序列 与 课题 组 前 期 从 一 株 产 碱 假 单 胞 菌 中 分 离 到 的 具有 地 
塞 米 松 降解 活性 的 41kD 蛋白 经 质谱 鉴定 得 到 的 5 条 肽 段 序列 相似 性 较 高 (Query 
cover: 33%, Ident: 54%) U9! (图 3)。 


201711.02653v1 


chinaXiv 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


X 2 待 验证 的 Burkholderia sp. CQ001 3 个 未 知 基因 


Table2 Three unknown genes to be validated from Burkholderia sp. CQ001 


目的 基因 基因 位 置 序列 长 度 (bp) 选择 依据 

ORF05499 2 号 染色 体 468bp 与 省 体 代 谢 基 因 3B-HSD，ABC 转运 子 距离 接近 
ORF05827 2 号 染色 体 474bp 表达 省 体 代 谢 相 关 类 酶 : ES 

ORF06535 2 号 染色 体 1182bp 课题 组 前 期 发 现 地 塞 米 松 降 解 相 关 和 蛋白 41kD 


methyl-accepting chemotaxis protein 
alpha,alpha-trehalose-phosphate synthase 


TonB-denpendent receptor unknown unknown acid phosphatase 
unknown peroxiredoxin s —_ 


cell division protein FtsH 


基因 ORF05499 


universal stress protemA — ketosteroid isomerase ADP-ribosylglycohydrolase 


unknown = 


E hypothetical protein 2-methylisocitrate dehydratase hypothetical protein 


ik 2 3y ay 5k 6k 7k 8k 


gu (a € = 


amidase unknown hypothetical protein ribosylglycohydrolase 


基因 ORF05827 


Rieske (2Fe-28) protein unknown 
TetR family transcriptional regulator Rieske (2Fe-28) protein 
LH 
2 ak e ev or 12k 
phospholipase C Methylerotonyl-CoA carboxylase  Methylerotonyl-CoA carboxylase MarR family transcriptional regulator 
Phosphoesterase enoyl-CoA hydratase isovaleryl-CoA dehydrogenase 
基因 ORF06535 


图 1 待 验 证 的 Burkholderia sp. CQ001 3 个 未 知 基因 基因 簇 排 列 情况 


Fig. 1 The arrangement of 3 unknown gene clusters in Burkholderia sp. CQ001 to be verified 
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图 2 待 验证 的 Burkholderia sp. CQ001 3 个 未 知 基因 基因 位 置 图 


Fig.2 The location map of 3 unknown genes in Burkholderia sp. CQ001 


Color key for alignment scores 


B-«o | 40-50 Il 50-80 Wiso-200 E >=200 
1 70 140 210 280 350 


图 3 目的 基因 ORF06535 氨基 酸 序 列 与 降解 相关 蛋白 41kD 5 条 肽 段 氨基 酸 序列 比 对 结果 
Fig.3 The sequence alignment result of ORF06535 amino acid sequence and 5 peptides from 41kD 


degradation protein 


3.2 目的 基因 生物 信息 学 分 析 
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表 3 待 验证 的 Burkholderia sp. CQ001 3 个 未 知 基因 生物 信息 学 分 析 结 果 


Table3 Bioinformatics analysis results of 3 unknown genes from Burkholderia sp. CQ001 


基因 名 称 ORF05499 ORF05827 ORF06535 

基因 长 度 (bp) 468bp 474bp 1182bp 

理化 性 质 

氨基 酸 数 155 157 393 

分 子 式 C722H114sN198O222S8 C17Hi260N2500224S6 C iss; HooosNs24O 569824 

相对 分 子 质量 (MD 16410 18360 42897 

理论 等 电 点 (pD 4.57 9.98 5.71 

不 稳定 系数 26.17〈 稳 定 ) 24.47〈 稳 定 ) 30.23〈 稳 定 ) 

亲 / 疏 水 性 (GRAVYV) 0.270 (izk) -0.466 GRZKO -0.126 (387k) 

预测 蛋白 过 氧化 物 还 原 酶 当 酮 异 构 酶 异 戊 酰 辅酶 A 脱氧 酶 

可 溶性 可 溶 蛋 可 溶 蛋 可 溶 蛋 

亚 细 胞 定位 未 知 未 知 细胞 质 

跨 膜 区 无 跨 膜 〈 膜 内 ) 无 跨 膜 〈 膜 内 ) 无 跨 膜 〈 膜 内 ) 

a yik 无 无 无 

保守 结构 域 OsmC 结构 域 Snoal-like 结构 域 Acyl-CoA.dh.N 
氧化 应 激 调节 当 酮 分 子 异 构 化 物质 分 解 代谢 

二 级 结构 o- H6 (40.65%) Qa- 螺旋 (63.69%) Qo- 螺旋 (40.20%) 
B- 折 又 (10.97%) p-Jr3 (4.4696) B- 折 对 (13.23%) 
延伸 链 (25.16%) 延伸 链 (12.74%) 延伸 链 (22.65%) 

无 规则 卷曲 (23.23%) 无 规则 卷曲 (19.11%) 无 规则 卷曲 (23.92%) 


三 维 建 模 


3.3 地 塞 米 松 对 目的 基因 表达 的 影响 

为 了 探究 3 个 未 知 基 因 在 地 塞 米 松 降 解 过 程 中 起 到 的 作用 ， 通 过 RT-qPCR 
检测 3 个 目的 基因 地 塞 米 松 诱导 后 的 表达 情况 。 结 果 显示 ，3 个 基因 在 以 地 塞 米 
松 为 唯一 碳 源 和 能 源 的 诱导 条 件 下 表达 均 有 上 调 , 和 蔗糖 无 机 盐 对 照 组 相 比 差异 
具有 统计 学 意义 (P< 0.05)。 其 中 , 诱导 组 ORF06535 表达 水 平 显著 高 于 对 照 组 ， 
提示 ORF06535 可 能 是 B.COOOL 代谢 地 塞 米 松 机 制 中 的 一 个 关键 基因 ， 对 于 地 
塞 米松 降解 具有 特殊 作用 (图 4)。 


E3 Inorganic salt 
E3 Dxm sodium phosphate 


Fold change 


$ $ 
e $ 
F CS 
Target genes 
对 照 组 - 蔗糖 无 机 盐 培 养 组 


诱导 组 - 地 塞 米 松 磷 酸 钠 培养 组 


Control group - Sucrose inorganic salt culture group 


Induction group - Dexamethasone sodium phosphate culture group 
4 RT-qPCR 技术 验证 地 塞 米松 诱导 组 和 蔗糖 无 机 盐 对 照 组 3 个 基因 差异 表达 


Fig.4 Different expression levels of 3 genes between dexamethasone induced group and sucrose 


inorganic salt control group 


3. 4 PCR 扩 增 ORF06535 基因 
PCR 产物 经 1% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 分 析 ， 可 见 在 1100bp 左右 有 一 条 带 ， 大 小 
与 预期 一 致 ， 见 图 5。 提 交 上 海 生 工 测序 。 测 序 结果 显示 ， 基 因 序 列 与 基因 


ORF06535 序列 一 致 。 


2000bp 


1182bp 1000bp 
750bp 


500bp 


250bp 
100bp 


1: 基因 ORF06535 
2: DNA marker DL2000 
1: Gene ORF06535 


2: DNA marker DL2000 


图 5 基因 ORF06535 PCR 产物 的 琼脂 糖 凝 胶 电泳 结果 


Fig.5 Agarose gel electrophoresis result of gene ORF06535 PCR products 


3.5 目的 基因 0RF06535 克隆 


重组 质粒 pUCm-Ivd 转化 E.Coli DH5a 后 ， 经 PCR 和 双 酶 切 


段 ， 见 图 


6。 测 序 结果 显示 ， 提 


1 2 


2000bp 


1000bp 
750bp 


500bp 


250bp 
100bp 


4 : Double 
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6 pUCm-Ivd 


: pUCm- 
: pUCm- 
: pUCm- 


: pUCm- 


n 


WA 性 


金正 


LESE: 


H 


入 的 基因 片段 全 长 1182bp， 与 预期 一 致 。 


3 


4 5 


10000bp 
7500bp 
5000bp 


2500bp 


+— 1182bp 
1000bp 


250bp 


: DNA marker DL2000 


Ivd PCR 验证 


Ivd 


Ivd/BamHI+Notl 双 酶 切 验证 


: DNA marker DL15000 
: DNA Marker DL2000 


: PCR validation of pUCm-Ivd 


Ivd 


enzyme digestion assay of pUCm-Ivd/BamHI-*NotI 


: DNA marker DL15000 


琼脂 糖 凝 胶 电泳 结果 


Fig.6 Agarose gel electrophoresis result of pUCm-Ivd 


3.6 重组 质粒 pET-28a-1vd 构建 
重组 质粒 pET-28a-Ivd 转化 
入 片段 ， 见 图 7。 测 序 结果 显示 ， 捐 


ji 


& B.CQ001 后 ， 经 PCR 及 双 酶 切 


WA c 


AE KE 


外 有 


2000bp 


1000bp 
750bp 


500bp 
250bp 


100bp 


起因 片段 全 长 1182bp， 与 预期 一 致 。 


15000bp 
10000bp 
7500bp 
5000bp 


2500bp 
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1 : DNA marker DL2000 


2 : pET-28a-Ivd PCR 验证 
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组 质粒 
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: pET-28a-Ivd/BamHI+Notl 双 酶 切 验证 


: DNA marker DL15000 

: DNA Marker DL2000 

: PCR validation of pET-28a-Ivd 
: pET-28a-Ivd 


: Double enzyme digestion assay of pET-28a-Ivd/BamHI+Notl 


a 上 上 mp = Ut RA 


: DNA marker DL15000 
图 7 pET-28a-Ivd 琼脂 糖 凝 胶 电泳 结果 
Fig.7 Agarose gel electrophoresis result of pET-28a-Ivd 

3.7 目的 基因 表达 验证 

HPLC RER, IMAKER B.CO0071 MRR B.CO002 均 能 将 地 塞 米松 
磷酸 钠 先 降 解 为 地 塞 米 松 再 降解 为 其 他 小 分 子 物质 〈 图 8)。 相 比 驯 化 冻 存 菌 
B.CO001, 表达 菌 B.CO002 降解 高 峰 出 现 的 时 间 无 明显 改变 , 但 对 地 塞 米 松 磷酸 
钠 的 10 天 累计 总 降解 率 从 B.CO001 的 80.5% 升 高 到 89.0% (图 9-a); 对 地 塞 米 
松 的 10 天 累计 总 降解 率 从 B.CQO001 的 71.5% 升 高 到 80.0% (图 9-b)。SPSS 统计 
= 分 析 台 化 冻 存 菌 B.CO001 和 表达 菌 B.CO002 对 地 塞 米松 磷酸 钠 及 地 塞 米松 的 降 
r- 解 能 力 差异 有 统计 学 意义 。(P< 0.05) 

m 


1 nM B mit) 
‘ WE F 


12 Fr 
í AEREN 40 HEX 
1 V 
3H 
us 8 
0.504 d EMF 


驯化 冻 存 菌 B. CQ001 
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表达 菌 B. CQ002 
图 8 驯化 冻 存 菌 B. CQ001 和 表达 菌 B. C0002 降解 过 程 HPLC 色谱 图 
Fig.8 Degradation process HPLC chromatogram map of B. CQ001 and B. CQ002 
Degradation curves of B.CQ001 and B.CQ002 on Degradation curves of B.CQ001 and B.CQ002 on 
Dexamethasone sodium phosphate Dexamethasone 
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图 9 B. CQ001 和 B.C9002 地 塞 米松 磷酸 钠 和 地 塞 米 松 的 降解 曲线 


Fig.9 Degradation curves of B. CQ001 and B.CQ002 dexamethasone sodium phosphate and 


dexamethasone 


4 讨论 

文献 报道 ， 省 体 激 素 的 降解 非 单一 路 径 ， 而 是 形成 网 络 ， 涉 及 分 泌 和 蛋白 与 非 
分 泌 蛋 白 共 同 参与 P0。 目 前 ， 一 些 关键 基因 的 功能 已 被 鉴定 ,德国 基 尔 大 学 的 能 
光明 教授 等 20 报 道 发 现 尝 丸 酮 从 毛 单 胞 菌 〈Comamomas testosteroni, C.T.) 中 存 
在 3a- 羟 基 类 固 醇 脱 氢 酶 / 凑 基 还 原 酶 (3a-HSD/CR ) 基因 活性 。3a- 羟 基 类 固 醇 脱 
氧 酶 / 阁 基 还 原 酶 是 一 个 降解 环境 中 当 体 类 化 合 物 的 关键 酶 。 另 有 美国 学 者 Julio 
E.Cabrera?HfaB f 3，178 -羟基 类 固 醇 脱氧 酶 基因 ， 其 编码 的 3，178B -HSD 能 
够 降解 类 固 醇 激素 .Pandey 等 3] 发现 Mce4 操纵 子 编码 的 转运 蛋白 可 作用 于 省 体 ， 
是 M tuberculosis 摄取 宿主 胆固醇 的 关键 系统 。 

本 课题 前 期 从 B.CO0017 全 基因 组 测序 中 发 现 有 一 条 已 报道 的 涉及 省 体 的 代 
谢 途 径 , 含有 已 报道 的 1 个 编码 与 当 类 化 合 物 代 谢 中 摄取 转运 蛋白 相关 的 基因 和 
9 个 与 省 类 化 合 物 代谢 关键 酶 相关 的 基因 ng。 本 研究 从 该 菌 未 知 功能 的 基因 中 得 
选 出 三 个 目的 基因 ORF05499、ORF05827 以 及 ORF06535， 通 过 RT-qPCR 技术 
验证 ,也 与 地 塞 米 松 降解 有 关 。 这 也 再 次 证 实 人 省 体 激素 降解 是 多 基因 联合 作用 的 
过 程 。3 个 基因 的 预测 蛋白 分 别 为 过 氧化 物 还 原 酶 、 省 酮 异 构 酶 、 异 戊 酰 辅酶 A 
脱氧 酶 ， 分 别 负责 不 同 的 代谢 步 又 共同 完成 地 塞 米 松 到 小 分 子 的 物质 代谢 转变 。 
其 中 , 基因 ORF06535 表达 上 调 最 为 明显 , 推测 为 该 菌 地 塞 米松 降解 途径 中 的 一 
个 关键 基因 ， 其 表达 产物 异 戊 酰 辅酶 A 脱氧 酶 ， 新 近 报 道 与 脂 质 代谢 相关 ?9， 
在 地 塞 米 松 降解 过 程 中 的 具体 作用 有 待 进一步 探讨 。 但 3 个 基因 均 未 见 涉及 当 类 
化 合 物 代谢 及 地 塞 米松 代谢 的 报道 , 本 研究 结果 扩展 了 对 省 类 化 合 物 代谢 相关 基 
因 的 认识 ， 也 为 进一步 构建 环境 污染 地 塞 米 松 高 效 降 解 菌 提供 了 信息 。 

B.CQ001 驯化 后 对 地 塞 米 松 磷酸 钠 及 地 塞 米 松 的 总 降解 率 可 明显 提升 , 但 在 
后 期 冻 存 恢复 培养 过 程 中 也 发 现 其 降解 能 力 略 有 下 降 ， 呈现 不 稳定 性 。 通过 质粒 
转化 过 表达 地 塞 米 松 降解 关键 基因 ， 构 建 表 达 菌 B.CO002，HPLC 检测 显示 ， 表 
达 菌 对 地 赛 米 松 磷酸 钠 及 地 塞 米 松 的 总 降解 率 可 达到 89.0% 和 80.0%， 其 降解 能 
力 有 一 定 程 度 的 提升 ,此 结果 为 后 期 构建 高 效 、 稳 定 的 地 塞 米 松 降解 工程 菌 提供 
了 初步 实践 。 
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